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© Praparat m!t Antikorperaktivitat und breitem Wirkungsspektrum, daraus bestehende oder diese 
enthaltende Mittel und deren Verwendung zur Behandlung von bakteriell oder toxin-bedingten 
Erkrankungen und zur Bekampfung von Protozoen. 

© Praparat mit Antikorperaktivitat erhaltlich aus Kolostralmiich nicht immunisierter Sauger der ersten 30, 
vorzugsweise jedoch der ersten 10 Stunden post partum durch Verdunnung der Kolostralmiich mit Wasser, 

2 Pasteurisierung, Abtrennung von Casein und Fett, Ankonzentrierung und Stabilisierung, mit einem hoheh 
Immunglobulingehalt (>80%) und niedriger antikomplementMrer AktivitSt, zur oralen Applikation beim Menschen 

Wund zur intravenosen Verabreichung im veterinarmedizinischen Bereich. Das Praparat kann allein oder in 
Kombination mit anderen Pharmazeutika mit Erfolg zur Behandlung von bakteriell-oder toxin-bedingten Erkran- 
kungen, insbesondere von schwerer Diarrho bei AIDS-Erkrankungen oder anderen immunologischen Defektzu- 

§0standen ( von Reisediarrho und toxin-bedingter Sauglingsdiarrho, von Magen- und Darmulcera sowie von 

JJjchronischen und akuten Yersinien-lnfektionen, und zur Bekampfung von Protozoen eingesetzt werden. 
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Praparat mit Antikorperaktivitat und breltem Wirkungsspektrum, daraus bestehende Oder dieses 
enthaltende Mittel und deren Verwendung zur Behandlung von bakteriell- Oder toxin-bedlngten Erkran- 

kungen und zur Bekampfung von Protozoen 

Die Erfindung betrifft ein Immunglobulin-Praparat mit hoher Antikorperaktivitat. welches nach bekannten 
Verfahren aus Kolostralmilch von nicht immunisierten Saugern erhaltlich ist. Die Erfindung betnfft ferner e.n 
dieses Praparat enthaltendes oder daraus bestehendes Mittel und dessen Verwendung zur Behandlung von 
bakteriell- oder toxin-bedingten Erkrankungen. insbesondere von Diarrho bei AIDS oder anderen immunolo- 
5 qischen Defektzustanden. von Reisediarrho und toxin-bedingter SSuglingsdiarrho. von Magen- und Darmul- 
cera sowie von chronischen und akuten Yersinien-lnfektionen. und zur Bekampfung von Protozoen. 

immunglobuline - eine Qruppe hochwirksamer und gleichzeitig sensibler Proteine - werden u.a. zur 
Prophylaxe und Behand lung bakterieller oder viraler Erkrankungen und gegebenenfalls in Form spez.eller 
Kompositionen gegen bestimmte Toxine eingesetzt. Sie konnen nach relativ aufwendigen Verfahren aus 
,o humanem Plasma oder auf etwas einfachere Weise aus Milch bzw. Kolostralmilch von Saugern gewonnen 

Wer< Zur Gruppe der aus humanem Plasma erhaltlichen Immunglobuline gehoren beispielsweise Immunglo- 
bulin G. ein zur Prophylaxe und Behandlung verschiedenster Infektionen wirksames Protein^ _ 

Die aus Milch bzw. Kolostralmilch gewonnenen bekannten Immunglobulin-halhgen Praparate we.sen 
eine etwas niedrigere Reinheit auf als die aus humanem Plasma erhaltlichen. Sie werden vorw.egend .m 
veterinarmedizinischen Bereich zur Behandlung infektionsbedingter Erkrankungen e.ngesetzt 

Zahlreiche Verfahren zur Gewinnung von Immunglobulinen aus Milch oder Kolostralmilch s.nd b,sher 

beispielsweise wird in der US-PS 4 526 715 ein Verfahren zur Bereitstellung von Immunglobulinen aus 

Milch uberverschiedenechromatographischeTrennungsschrittebeschneben. 

Die US-PS 3 128 230 betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines aus Milch erhaltlichen Praparates zur 
Behandlunq verschiedener bakterieller Infektionen. 

in der US-PS 4 265 925 und der US-PS 1 573 995 werden Verfahren zur Herstellung von Proteinkon- 
zentraten aus Lactoserum beschrieben, wobei diese Proteine aufgrund einer Hitzebehandlung grosstenteMs 

" d8n Ss"ch werden in der DE-OS 28 13 284 sowie in der EP-A 0 046 909 und der EP-A 0 064 103 
Kolostralmilchaufbereitungsverfahren beschrieben. wobei Immunglobulin enthaltende Produkte als entzUn- 

dungshemmende Mittel erhalten werden. '..„»» u „ ho «, 0 

Bei der Herstellung pharmakologisch wirksamer immunglobulinhaltger Praparate nach den obenge- 
3 o nannten Verfahren wird von Milch bzw. Kolostralmilch hyperimmunisierter Sauger. insbesondere Rmder. 
ausgegangen. Hierbei mUssen also, urn eine antibakterielle oder antivirale Effizienz gegen bestimmte 
Krankheitserreger zu erzielen, den Tieren zunachst ein oder mehrere einen Antikorper bzw. e.ne Gruppe 
spezifische Antikorper induzierenden Bakterienstamme bzw. deren Antigene injiziert werden. 

Die Wirksamkeit der so gewonnenen Praparate entspricht der Art und Anzahl der verabreichten 

35 Bakt ^'^ s 2 mm 3 e rejtste||ung ejnes aus Milch erhaltlichen Praparates mit einer spezifischen Antikdrperaktivi- 
tat (z B. gegen bakterielle Antigene) wird zunachst der Sauger mit speziellen Antigenen immun.siert Die 
dann gewonnene Milch weist einen hohen AntikBrpertiter gegen das spezielle Antigen auf. wobe. die M.lch 

« Der&findung liegt'die Aufgabe zugrunde, ein Immunglobulinpraparat hoher Reinheit mit einer hohen 
Antikorperaktivitat nach einem einfachen und wirtschaftlichen Verfahren bereitzustellen. welches .m human- 
medizinischen und auch im veterinarmedizinischen Bereich angewendet werden kann. ohne dass zuvor e.ne 
Hyperimmunisierung vorgenommen werden muss, urn spezifische Antjkerpertiter bereitzustellen. _ 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemMss dadurch gelSst dass Kolostralmtlch mcht immunisierter Sauger. 

45 insbesondere Rinder. nach bekannten Verfahren aufbereitet wird. Dabei wird ein Immunglobul.n entha ten- 
des PrSparat hoher Reinheit mit einem Immunglobulin-Gehalt von >80%. bezogen auf den Gesamtprotein- 
gehalt. sowie sehr geringen Anteilen an Fett (<0.4%) und Lactose (<0.1%) erhalten. welches eine hdhere 
Antikorperaktivitat aufweist als das bisher als bestwirksamstes humanes Immunglobulin-Praparat bekannte 
"Pentaglobin" (R >- Aufgrund der extrem niedrigen antikomplementaren Aktivitat ist dieses erfindungsgemasse 

so Praparat zur oralen ApplikatJon beim Menschen sowie zur intravenSsen Verabreichung in der Vetennkrme- 

dian Erf3ncLernass wird vorzugsweise Kolostralmilch der ersten 10 Stunden post partum verwendet Das 
beispielsweise nach Reinigungs- und Trennverfahren. wie sie Ublicherweise in der Milchverarbeitung 
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angewendet werden. erhaltene Praparat kann entweder als Losung Oder als Pulver in lagerstabiter Form 

bere H?erzu e !IirTKotostralmilch z.B. von Rindem der ersten 10 Stunden post partum mit destilliertem Wasser 
im Verhaltnis 1:3 verdOnnt Aus dieser Losung wird nach Pasteurisierung das Fett abgetrennt. anschl.es- 
send Casein ausgefallt und separiert. z.B. durch nitration. Die so gewonnene Molke w.rd auf emen 
gewunschten Gehalt ankonzentriert. Zur Stabilisierung des Produktes kann e.ne Stenlf.ltrat.on erfolgen. 
wobei eine sterile Losung des Praparates erhalten wird. 0rnAtM in 

Daruberhinaus 1st eine Stabilisierung auch mittels SprOhtrocknung mogl.chH.erbe. w.rd das Produkt m 
pulverisierter Form erhalten. Dabei zeigte sich Qberraschenderweise. dass bei den fur d.e SprOhtrocknung. 
notwendigen Temperaturen (Eingangstemperatur etwa 145 C bis 180 C. 

7 ™C) keine Denaturierung der Proteine erfolgt Es tritt also unter diesen Bedingungen der Spruhtrocknung 
keine extreme Aggregatbildung und- damit kein Anstieg der antikomplementaren Akt.v.tat der Proteme auf. 
wTdiefeigent.iS fQr solche Temperaturen bekannt und zu erwarten war. Auch be, Aowondung d.e^er 
Stabilisierungsmethode W.rd also ein Produkt mit einem unverandert hohen ^^^^^ * 
bei unverandert niedriger antikomptementarer Aktivitat und vollstandiger biolog.scher Akt,v.tat erhalten. 

S h kann sowohl vor a!s auch nach der DurchfUhrung des Stab iHsierungssch "«es ^as, e.ner 
der genannten Methoden eine Fa.lungsreaktion mit Octansaure durchgefuhrt werden. Dabe, w.rd e.ne 
weitere Anreicherung des lmrnunglobu.ingeha.tes auf mehr als 90% er Z ,elt. ohne dass d.e antakomplemen- 
tare Aktivitat negativ beeinflusst wird. = „,w~n 

Ein lmmung.obu.in enthaUendes Praparat mit hoher Antik6r P erakt.v.tat kann auch J^«*?£ 
ebenfalls bekannten Verfahren aus Kolostralmilch der ersten 10 Stunden post partum bere.tgestellt werden^ 
Jazu ka^n beispielsweise ein Verfahren gemass der DE-PS 3 432 718 angewendet werden^ H.erzu w,rd 
Ko^straTmilch Sm immunisierter Binder zunachst angesauert und grob filtriert < Case,n ^ m ^ 
anschliessend mit Kochsalzlosung verdQnnt. Die so erhaltene Suspens 10 n w.rd tangenfal ft*«*J^»£. 
send ankonzentriert und dann neutralisiert. Zur Stabilisierung der konzentr.erten Mo ke kann en^eder e.ne 
Sterilfiltration Oder eine Spruhtrocknung, gegebenenfalls auch eine Octansaurefallung zur Erhohung der 
Reinheit des Praparates durchgefUhrt werden. 



30 Herstellung des lmrounglobulin-Praparates 
Beispiel 1 

110 kg tiefgefrorene Rinderkolostralmilch der ersten 10 Stunden nach dem Kalben wurden bei f^' ° 
aufgetaut und mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:3 verdunnt. Anschl.essend wurde d.e M.lch 
pasteurSert und nachfolgend das Fett abgetrennt. Dabei wurden 270 kg Magermilch erhalten. D.ese wurde 
m« IN HCI angesauert und das ausgefallte Casein Ober FiltertOcher abgetrennt Der so gewonnene 
Hherstand <186 ka) wurde ultrafiltriert. wobei 38 kg Konzentrat erhalten wurden. 

«, otses KonzStrat wurde zur Stabilisierung entweder auf herkomm.iche Weise sterilfiHriert oder spruh- 
aetrocknet Die SprOhtrocknung erfolgt bei einer Eingangstemperatur von 175 C und e.ner Ausgangstem- 
pS von 65' C Hierbei wurde ein frockenes Pulver erhalten. welches in 83%iger Reinheit Immung.obu.m 

enthalt entsprechend einer Gesamtausbeute von 3.8 kg Immunglobuhn. 

Die AntikSrperaktivitat dieses Praparates vor Sprtihtrocknung entsprach der nach Spruhtrocknung und 

4S auch der eines durch Sterilftltration stabilisierten Praparates. 

Beispiel 2 



13 I Rinderkolostralmilch. die in den ersten 5 Stunden nach dem Kalben ^omrnen und t.efgefroren 
worden war. wurden aufgetaut. Der pH-Wert betrug 6.27. Durch Ansauern rn-t 700 ml I N HC. wurde diese 
auf 4.8 eingeste.lt. Die so erhaltene Suspension wurde 30 Minuten tang | auf 40 C erwarmt ^«£n 
Nach bei 4-C aufbewahrt. Anschliessend wurde die Suspension zur Abtrennung grober Partke. durch e n 
Gazefilter aus Polyamidgaze in ein Vorratsgefass gepumpt und dort mit 0.9%,ger Kochsalzlosung auf e.n 

55 Gesamtvolumen von 26 I verdQnnt . uu„^,na+mn 0 
Dann erfolgte die erste Tangentialfiltration der so erhaltenen Suspens.cn durch eine Hohtfaserpafrone 
mit einer mittleren Porengrosse von 0.4 urn. einer Oberflache von 3 m* und e.nem Faserdurchmesser von 
?2 mm durch Diafiltration unter Verwendung von 100 . einer 0.9%.gen KochsalzlSsung be, elnem 
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Uberdruck von 0,2 bis 0.6 bar. 

Noch wahrend des Verlaufs der ersten Tangentialfiltration wurde das angefallene Diafiltrat einer zweiten 
Tangentialfiltration unter Verwendung einer aus drei Hohlfaserpatronen mit jeweils einer Trenngrenze von 10 
000 D und einer Oberflache von 1,4 m 2 bestehenden Anlage zugefuhrt In dieser Anlage wurde das Diafiltrat 
der ersten Tangentialfiltration zunachst ankonzentriert sodann unter Verwendung von 100 I einer 0,9%igen 
Kochsaizlosung diafiltriert und schliesslich auf ein Gesamtvolumen von 25 I ankonzentriert. Das die 
niedermolekularen Bestandteile enthaltende Filtrat wurde entfernt. 

Die erhaltene Immunglobulinlosung wies einen Proteingehalt von 6% (bestimmt durch Biuret-Reaktion) 
auf und wurde in bekannter Weise sterilfiltriert. 

Beispiel 3 

25 I Kbnzentrat von Rinderkolostrum wurden nach Beispiel 2 hergestellt. Ein Aliquot vorrlO.I 10%iger 
Immunglobulinlosung wurde der Spruhtrocknung bei einer Eingangstemperatur von 145*C und einer 
Ausgangstemperatur von 65 # C unterzogen. Erhalten wurden 1 270 g eines weisslichen Immunglobulin- 
Pulvers. 

Antikorperaktivitat und antikomplementare Aktivitat entsprachen der vor der Spruhtrocknung sowie der. 
des nach Beispiel 2 hergestellten stertlfiltrierten Praparates. 



Beispiel 4 

200 ml einer Immunglobulinlosung, hergestellt nach Beispiel 1 . wurden vor dem Stabilisierungsschritt 
bei pH 4,8 und einer Temperatur von 23* C 5 Stunden mit Octansaure (2.5%) versetzt Anschliessend 
wurde der Niederschlag durch Filtration entfernt und der Oberstand gegen 0.9%ige NaCI-Losung dialysiert 

Der Gehalt an Immunglobulin des so erhaltenen Praparates betrug >90%. Die antikomplementare 
Aktivitat entsprach dem niedrigen Wert einer intravenos vertraglichen humanen lgG-Praparation. 



Beispiel 5 

Von einem gemass Beispiel 1 hergestellten (spruhgetrockneten) Immunglobulinpulver wurden 200 ml 
sterilfiltrierte Losung mit einem Proteingehalt von 5% hergestellt Eine solche Losung (5 g Pulver, 
eingeruhrt in H 2 0 ad 100 ml) weist folgende Zusammensetzung auf (wobei fUr alle Proteinwerte eine 
relative Streubreite von ±10% zu berucksichtigen ist): 



Protein gesamt 


4,2 g/100 ml 


davon IgG 


3,0 g/100 ml 


IgA 


0.35 g/100 ml 


igM 


0,96 g/100 ml 


pH-Wert 


4,6 


Lactalbumin 


1,0%CAF 



Diese Losung wurde mit 2,5% Octansaure bei pH 4,8 und T = 23*C wahrend 5 Stunden inkubiert. Der 
Niederschlag wurde durch Zentrifugieren abgetrennt und der Oberstand diafiltriert. Die antikomplementare 
Aktivitat entsprach der eines humanen IgG-Praparates gleicher Konzentration (5%) fOr intravenose Anwen- 
dung. 

Das nach den beschriebenen Oder analogen Verfahren erhaitliche Immunglobulinpraparat weist eine 
hohere Antitoxinaktivitat auf als Pentaglobin. 

Neutralisation bakterieller Toxine 

Die Neutralisation hamolysierender Bakterientoxine wurde im Hamolyse-Hemmtest (HHT) gegen toxin- 
haitige Oberstande verschledener Bakterien bestimmt 
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Beispiel 6 

Eine Obernachtkultur in Brain Heart Infusion Nahrbouillon von Staphylococcus aureus Smith 3 wurde 
bei 10.000 xg 10 min zentrifugiert und der Oberstand sterilfiltriert Der keimfreie hamolysierende -Toxine 
enthaltende Oberstand dieser Kultur wurde fur Hamolyse-Hemmtests verwendet. 

Eine 5%ige L6sung eines nach Beispiel 2 hergestellten Immunglobulinpraparates wurde auf die 
toxinneutralisierende Wirkung gepriift. Hierzu wurden 0.1 ml gewaschene Humanerythrozyten zu 10 ul 
Staphylococcus aureus Toxin in 900 bis 990 ul NaCI (0.9%) bei 37 C wahrend 30 mm .nkubiert. wobei 
ieweils 10-100 ul Immunglobulinlosung (5%) zugesetzt wurden. Als Vergleichspraparation diente eine 5/o 
komrnerziell verfugbare Immunglobulin-Praparation (Pentaglobin). Das Ergebnis zeigt Abbildung 1. wobei 
als Mass fUr die Hamolyse bzw. deren Hemmung die Extinktion bei 542 nm zur Messung verwendet wurde. 
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Beispiel 7 

Es wurde wie in Beispiel 6 angegeben vorgegangen. jedoch wurde hier der toxinhaltige Oberstand eines 
gram-negativen Keimes - Ps. aeruginosa - zur Prufung auf Toxinneutralisation verwendet. Die Hamolyse 
wurde wie in Beispiel 6 bzw. 8 im Bereich zwischen 0 und 100 ul der 5% Immunglubulmosung. 1:10 
verdtinnt in NaCI (0.9%), gemessen. 

Beispiel 8 

Fur die nachstehend aufgefuhrte Untersuchung wurde der toxinhaltige Oberstand von Staphylococcus 
aureus verwendet. Die Toxinneutralisation wurde mit einem gemass Beispiel 1 (sprilhgetrocknet) hergestell- 
ten PrSparat (5%ige LQsung) getestet. 

Als Vergleich im HHT diente Pentaglobin in gleicher Konzentration. 

Die Hamolyse wurde im Bereich von 0 bis 100 ul Immunglobulinlosung (5%. 1:10 verdOnnt ,n NaCI) 

Ergebnisse aus den Versuchen der Beispiele 6-8 sind in den Abbildungen 1-3 aufgezeigt. 
Abbildung 1 zeigt die Neutralisation bakterieller hamolysierender Toxine von Staphylococcus aureus 
Smith 3 gemass Beispiel 6 durch Immunglobulin aus Rinderkolostrum. hergestellt nach Beispiel 2. und 

durch Pentaglobin als Vergleich. " • •• „ D »i m i„i 

Abbildung 2 zeigt die Neutralisation bakterieller Toxine von Pseudomonas aeruginosa gemass Beispiel 
7 durch Immunglobulin aus Rinderkolostrum. hergestellt nach Beispiel 2. 

Abbildung 3 zeigt die Neutralisation bakterieller Toxine von Staphylococcus aureus gemass Beispiel 8 
durch Rinderkolostrum-lmmunglobulin. hergestellt nach Beispiel 1 und durch Pentaglobin als Vergleich. 

Wie aus den Abbildungen 1-3 ersichtlich ist. bewirkt die aus Rinderkolostrum gewonnene 
Immunglobulin-Praparation eine effektivere Hemmung der toxinbedingten Hamolyse als das in der Zusam- 
mensetzung vergleichbare. aus humanem Plasma gewonnene Pentaglobin. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse der Versuche gemass den Beispielen 6-8 zusammengefasst. 

Tabelle I 
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Beispiel 


Konzentration bei 
50% Hamolyse 


Konzentration bei 
80% Hamolyse 


6 


PG (Vergl)" 
RG (Erf.) - ' 


50 ul 
101x1 


93 Ul 
50 ul 


7 


RG (Erf.) 


18 ul 


35 ul 


8 


PG (Vergl.) 
RG (Erf.) 


42 Ul 
10 Ul 


80 Ul 
40 Ul 



55? 



" PG = Pentaglobin 

** RG = Immunglobulin aus Rinderkol ostrum 

Die Beispiele 6 und 8 belegen. dass fur eine 50%ige Hamolyse (Toxinneutralisation) eine urn das 
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Dreifache hohere Menge des bekannten Pentaglobins erforderlich ist als fur das erfindungsgemasse 
Praparat. Urn eine 80%ige Toxinneutralisation zu erzielen, muss eine doppelt so hohe Menge Pentaglobin 
eingesetzt werden. 

V/ie aus Beispiel 7 hervorgeht, bewirkt das erfindungsgemasse Immunglobulin schon bei sehr geringen 
s Konzentrationen (40 ul) eine fast 100%ige Toxinneutralisation, auch gegen Toxine gram-negativer Bakte- 
rien. 

Eine 100%ige Hamolyse wird in dem betrachteten Konzentrationsbereich (maximal 100 ul einer 5%igen 
Losung) fur Penta globin nicht erreicht. Da das aus Kolostralmilch hergestellte Immunglobulinpraparat im 
Gegensatz zum Pentaglobin keine I00%ige Reinheit aufweist (80-90%), ist der therapeutische Index 
w anhand vorstehender Ergebnisse fur das erfindungsgemasse Antitoxin mindestens doppelt so hoch wie fur 
das bekannte Pentaglobin. 

Wie weiterhin aus Tabelle I sowie Abbildung 3 ersichtlich ist, bleibt das gewahlte Verfahren zur 
Bereitstellung des Produktes ohne Einfluss auf dessen Aktivitat Es kann sowohi nach bekannten Methoden 
der Milchwirtschaft wie auch durch speziellere Aufbereitungsverfahren (z.B. Tangentialfiltration) erhalten 
?5 werden. 

Das erfindungsgemasse Produkt ist im veterinarmedizinischen Bereich intravenos applizierbar und kann 
am Menschen oral verabreicht werden. Es weist keine anomale Toxizitat auf, wie in nachstehenden 
Beispielen 9 bis 1 1 dargelegt. und kann sowohi f lUssig als auch in fester Form gelagert werden. 

20 

Vertraglichkeit - Anomale Toxizitat 



Beispiel 9 

25 ~ 

Je 5 Mause erhielten eine wie vorstehend getestete 5%ige Immunglobulinlosung (gemass den 
Beispielen 6-8) intraperitoneal appliziert (0,1 ml/Tier). Die Tiere wurden bis 3 Stunden beobachtet und bis 5 
Tage nach Gabe gehalten. 

Ergebnis: Kein Tier verstorbeh, keine Reaktion sofort keine Reaktion bis 3 Stunden nach Gabe, keine 
30 Veranderungen. 

Dosierung: 0.29 g/kg (Gewicht Maus: 1 7 g). 



Beispiel 10 

Je 5 Mause erhielten 0.5 ml der 5% LSsung, pH 4.6 oral mittels Schlundsonde verabreicht und wurden 
bis 3 Stunden nach Gabe beobachtet und bis 5 Tage nach Gabe gehalten. 

Ergebnis: Kein Tier verstorben, keine Reaktion sofort. keine Reaktion bis 5 Stunden, keine Veranderungen. 
Dosierung: 1.47 g/kg; (Gewicht Maus = 17 g)^ 



Beispiel 1^ 

Je 3 Mause erhielten 1,0 ml einer 10% Suspension, pH 4,6 oral mittels Schlundsonde verabreicht 

Ergebnis: Keine Symptome wurden sofort bis 1. nach 3 und nach 24 Stunden beobachtet Nach 5 
Tagen waren alle Tiere unverandert 

Dosierung: Die Dosis von 1,0 ml 10% Losung (0,1 g/Tier) entspricht einer Dosierung von 5.0 g/kg bzw. 350 
g/70 kg (Gewicht Maus = 20 g). 

Das aus Kolostralmilch erhaltliche erfindungsgemasse lmmunglobulin-Pr§parat ist auf sehr einfache 
okonomische Weise herstellbar und weist eine unerwartet hohe Antitoxinaktivitat gegenUber verschiedens- 
ten Bakterientoxinen auf. Es zeichnet sich durch eine ausgezeichnete Vertraglichkeit (keine anomale 
Toxizitat) aus und kann in hoher Reinheit (>90%) sowohi in flQssiger Form als auch als Pulver in 
stabilisierter Form gelagert werden. 

Beispiel 12 
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Oberraschend wurde gefunden. dass die erfindungsgemassen Praparate ausgeze.chnet zur Behand ung 
schwer e rDiarrh6en als Folgeerkrankungen von HIV-lnfektionen oder von anderen .mmunolog.schen Defekt- 
Sen gedgnat sind. Bei Verabreichung der erfindungsgemMssen Prorate traten .nnerha. , urzester 
Zefeine e°hebLe Reduzierung der Zahl dar taglichen Durchfa.le b,s h.n zum kompletten^ ^ eren der 
ofarrho ein. wie die folgende Tabelle II zeigt. Dan an AIDS erkrankten Pafenten wurdan jewa.ls taghch 10 g 
des erfindungsgemassen Praparate? Qber einen Zeitraum von 10 Tagen verabre.cht. 

Tabelle II 
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Patient 


Vor 
Therapie 


Durchfalle pro Tag 


Korpergewicht kg 


Tage nach Therapiebeginn 


vor 


nach 


1 


3 


5 


10 


Thei 


apie 


(D 
(2) 
(3) 


10 
6 
10 


5 
1 
5 


1 

0* 

2 


1 

0" 

2 


1 

0" 

1 


42.0 
84,4 
62.3 


n.t. 
85.5 
62.8 



"Stuhl normal 
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Die erfindunascemassen Praparate konnen allein oder in Kombination mit anderen Diarrhoika oder 
and^Tfr^KSTSwwnd^ oder geeigneten Mitte.n verabreicht werden und fUhren mnerhalb 
kS?zeX Zefzu einer signifikanten Reduzierung der DurchfaHhaufigkeit und dam,t emer wesenthchen 

Verbesserung des Allgemeinzustandes des Patienten. 
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Beispiel 13 

Die erfindungsgemassen Praparate eignen sich Oberraschend auch zur Behandlung sowoh. der sog. 
Reisediarrho wie der toxin-bedingten Sauglingsdiarrho. " ivMUHmer unter 

In Laboruntersuchungen wurde gefunden. dass das erfmdungsgemasse -Prapan* Antkorper unter 
anderem gegen das 40 KD-Protein des Verotoxin 1 <VT,) enthaMt. VT, Oder Sh.ga l.ke Tox.n ,s tneben 
VeSn 2 L wichtigste zytotoxische Exotoxin sauglingspathogener E. coli (EPEC) und enterohaemorrha- 

9iSCh Frrner C emr5V t E d C i erfindungsgemasse Praparat Antikorper gegen 30 KD- und 20 KD-Proteine des 
hitzSen Endotoxins von entarotoxinbi.dendem E. coli (ETEC), einer ^ h ^ r der 
Damit enthalt das erfindungsgemasse PrSparat Antikorper gegen nahezu das gesamte Spektrum der 
To-S?iSSU^S<S«2i (enterotoxinogene. ETEC: saug.ingspathogene. EPEC; enterohaemorr- 
S che EH P EC). Dies It insbesondere deshalb ein erheb.icher Vortei.. we.. f^*^™^ 
auftreten und zumindest teilweise die Folge einer Antibiotikatherap.e se.n konnen oder d.e Ant.b.otikagabe 
ha.ifin negative Effekte beim Patienten durch Toxinausschiittung bewirkt. 

^SZIl^^E-. der Immunoblot-Technik durchgefOhrten Untersuchungen bei ver S ch,edenen 
Konzentrationen sind in Abbildung 4 wiedergegeben. 

Beispiel 14 

Gastritis assoziierte duodenale und gastrale Ulkuser krankungen werden bisher mit Wismutsalzen oder 
A^S^bS^DT-ntachen nebenwirkungsarmen Therap.eververfahrer , (^smutsalze , haben nur 
nerinae Effektivitat die wirksamen antibiotischen Kombinations-Schemata s.nd dagegen s.cher fUr die 
%SU£^£«* der Nebenwirkungen jedoch wenig praktikabe.. Es besteht danach e,n Bedarf an 
e^Tn^nl^ngs^ und zugteich wirksamen Therapeutika. FUr diese Erkr ^ U " ge " ^Inn 
n icS-ulcerose Dyspepsien hat Campylobacter pylori nach heutiger Kenntms pathogenehsche Bedeufeng 
C^akSIstisch ll C pylori sind ein ausseres Membranprotein von 120 KD. ein speeches Ge.sse.antl- 
aen (Flaqellln) von 69 KD und die Urease mit 45 KD. • A *„ « ;« u^u^r 

9 £ wurde nun Oberraschend gefunden, dass das erfindungsgemasse Praparat auch Antikorper in hoher 

Konzentration gegen diese drei Proteine besitzt 
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Die Uberprufung erfolgte mittels der Immunoblot-Technik. Das erfindungsgemasse Praparat mit einem 
Prcteingehalt von 4 mg/ml wurde unverdunnt sowie in VerdGnnungen von 1:10 und 1:100 GberprGft. Die 
Detection erfolgte durch mit alkalischen Phosphatasen konjugiertem Rinder-lgG. Wie aus den in -Abbildung 
5 wiedergegebenen Blots ersichtlich ist, reagiert das erfindungsgemasse Praparat bei einer Verdunnung 
s von 1:10 mit alien drei vorgenannten Proteinen und in einer Verdunnung von 1:100 noch deutiich mit dem 
Flageliin und der Urease. * 

Daruberhinaus enthalt das erfindungsgemasse Praparat noch eine Vielzahl von Antikorpern, die mit der 
C. pylori-Praparation reagieren. 

Damit ist uberraschenderweise das erfindungsgemasse Praparat auch fur die Behandlung von Infektio- 
/o nen mit Campylobacter pylori ausgezeichnet geeignet. 



Beispiel 15 

rs Yersinieninfektionen fuhren nicht nur zu einem akut enteritischen Verlauf, sondern vor allem auch zu 
subakuten und und chronischen Krankheitsformen, die in der Regel mit negativem Kulturbefund einherge- 
hen, wobei sich jedoch immunhistologisch Erreger weiterhin nachweisen lassen. Die wichtigsten Erkrankun- 
gen mit positivem IgA-Antikorpernachweis als Zeichen einer bestehenden Infektion sind reaktive Arthritiden, 
Erythema nodosum, Uveitis, chronische Enteritis u. dgL 

20 Erfahrungsgemass enthaiten Yersinien speziesunabhangig sogenannte YOP-Antigene (u.a.: YOP 2b mit 
47 KD. YOP 3 mit 37 KD, YOP 5 mit 26 KD). Unter Verwendung dieser isolierten Antigene wurde das 
erfindungsgemasse Praparat in einem sogenannten Westernblot GberprGft. DafGr wurde das Praparat 
unverdunnt (Proteingehalt 4 mg/ml) sowie in VerdGnnungen von 1:10 und 1:100 eingesetzt. Das Praparat 
reagierte, wie aus Abbildung 6 ersichtlich ist, mit alien drei Antigenen bei alien verwendeten Konzentratio- 

25 nen. Die Anfarbung erfolgte dabei mit einem mit alkalischer Phosphatase konjugiertem spezifischen anti- 
Rind-IgG (H- und L-Ketten) in einer VerdGnnung von 1:1500 und 1:3000. 

Da die danach erkannten Antigene unabhangig von Serotyp und Spezies der Yersinien sind, ist das 
erfindungsgemasse Praparat auch ausgezeichnet zur Behandlung von Yersinieninfektionen geeignet. 

30 . 

Beispiel 16 ^ 

Die erfindungsgemassen Praparate eignen sich Gberraschenderweise auch zur Bekampfung von 
Protozoen. wie beispielsweise Cryptosporidien. Isospora belli. Oder Toxoplasma Gondii, fGr die bisher nicht 
35 bei alien Erkrankungsf alien Gegenmittel bekannt waren. 

Cryptosporidien fGhren zu schweren Durchfallen, die bei immundefekten Patienten mit bisher bekannten 
Mitteln nicht wirksam behandelt werden konnten. Vier Patienten mit schweren Durchfallen, in deren Stuhl 
Cryptosporidien nachzuweisen waren, wurden an 10 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 10 g des erfin- 
dungsgemassen Praparats als Trinklosung verabreicht Nach Beendigung dieser Therapie war bei keinem 
40 dieser Patienten Cryptosporidien-spezifisches Antigen nachweisbar. 



Anspruche 

45 1. Praparat mit Antikorperaktivitat, erhaltlich aus Kolostralmilch von nicht immunisierten Saugern der. 
ersten 30 Stunden post partum durch 

a) Verdunnen der Kolostralmilch mit destilliertem Wasser 

b) Pasteurisieren der verdGnnten Kolostralmilch 

c) Abtrennung des Fettes 

so d) Caseinausfallung und Abtrennung 

e) Ankonzentriertung der Kolostralmolke 

f) Stabilisierung der Kolostralmolke. 

2. Praparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass Kolostralmilch der ersten 10 Stunden post 
55 partum verwendet wird. 

3. Praparat gemass Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Kolostralmolke zur Stabilisie- 
rung sterilfiltriert wird. 
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70 



20 



4. Praparat gemass Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Kolostratmolke zur Stabilisie- 
rung sprUhgetrocknet wird. 

5. Praparat gemass einem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dass es aus Rinderkolostral- 

milch gewonnen wird.. 4 

6. Praparat gemass einem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet dass es vor oder nach der 
Stabilisierung zusatzlich einer Octansaurebehandiung unterworfen wird. 

7. Praparat nach einem der AnsprUche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens 50%. 
vorzugsweise mindestens 80% Immunglobulin, bezogen auf den Gesamt proteingehalt, enthalt. 

8 Verwendung eines Praparats gemass einem der Anspruche 1-7 zur oralen Applikation. 

9. Verwendung eines Praparats gemass einem der Anspruche 1-8 zur intravenosen Applikation im 
veterinarmedizinischen Bereich. 

10. Mittel zur Behandlung von Diarrho bei AIDS oder anderen immunologischen Defektzustanden. 
bestehend aus einem Praparat nach einem der AnsprUche 1-7. 

11. Mittel zur Behandlung von Diarrho bei AIDS oder anderen immunologischen Defektzustanden,- 
75 enthaltend ein Praparat nach einem der Anspruche 1-7. 

12. Verwendung des Praparates nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung eines Mittels zur 
Bekampfung der Diarrho bei AIDS oder anderen immunologischen Defektzustanden. 

13. Mittel zur Behandlung der Reisediarrho, bestehend aus einem Praparat nach einem der AnsprUche 

1 b,S 1 4 Mittel zur Behandlung der Reisediarrho, enthaltend ein Praparat nach einem der AnsprUche 1 bis 7. 

15. Verwendung eines Praparats nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung eines Mittels zur 

Behandlung der Reisediarrhde. 

16. Mittel zur Behandlung der toxin-bedingten Sauglingsdiarrho. bestehend aus e.nem Praparat nach 

einem* der Anspruche 1 bis 7. . . 

17. Mittel zur Behandlung toxtn-bedingter Sauglingsdiarrho, enthaltend em Praparat nach einem der 

m C Verwendung des Praparats nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung eines Mittels zur 
Behandlung der toxin-bedingten Sauglingsdiarrho. 

19. Mittel zur Behandlung von Magen- und Darmulcera sowie nicht-ulcerosen Dyspepsien, bestehend : 
30 aus einem Praparat nach einem der AnsprUche 1 bis 7. 

20. Mittel zur Behandlung von Magen- und Darmulcera sowie nicht-ulcerosen Dyspepsien, enthaltend 
ein Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 7. 

21. Verwendung des Praparats nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung eines Mittels zur 
Behandlung von Magen- und Darmulcera sowie nicht-ulcerosen Dyspepsien. 

35 22. Mittel zur Behandlung von chronischen und akuten Yersinien-lnfektionen. bestehend aus einem 
Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 7. _ 

23. Mittel zur Behandlung von chronischen und akuten Yersinien-lnfektionen. enthaltend em Praparat 

nach einem der Anspruche 1 bis 7. 

24. Verwendung des Praparats nach einem der AnsprUche 1 bis 7 zur Herstellung eines M.ttels zur 
40 Behandlung von chronischen und akuten Yersinien-lnfektionen. 

25. Mittel zur Bekampfung von Protozoen, bestehend aus einem Praparat nach einem der Anspruche 1 

b ' S 26 Mittel zur Bekampfung von Protozoen, enthaltend ein Praparat nach einem der AnsprUche 1 bis 7. 
27. Verwendung des Praparats nach einem der AnsprUche 1 bis 7 zur Herstellung eines Mittels zur 
45 Bekampfung von Protozoen. 
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Abbildung 1 
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abbildung 2 
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Abtoildung 3 




EP 0 338 229 A1 



Abb. 4a 



Nachweis vori in Lactoglobin 
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Abb. 4b 



Nachweis von in Lactoglobin enthaltenen Antikorpern gegen das 
hftzelabile Toxin von E. coli im Immunoblot 
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Abb. 5 



Nachweis von in Lactoglobin anthaltenen Antikbrpern 
Campylobacter pylori im lmmunoblot 
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Abb. 6 



Nachweis von in Lactoglobin enthaltenen Antikbrpern gegen Yersinien 
im Immunoblot 
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